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 A Hibridação In Situ Fluorescente (FISH) é uma técnica com um elevado potencial para analisar 
células de microrganismos que se encontram em comunidades microbianas em matrizes complexas [1]. 
Esta técnica tem sido muito utilizada em análise e monitorização microbiológica e os protocolos 
habitualmente incluem a fixação das células [2], que é um dos passos mais importantes e morosos. Torna-
se assim importante encurtar os protocolos existentes.  
 O objetivo deste trabalho foi investigar a implementação de um método de fixação rápido e 
eficiente compatível com a aplicação da técnica RNA-FISH que, preservando as células e mantendo as suas 
características, permita: i) a sua análise através de microscopia de epifluorescência e citometria de fluxo; e 
ii) melhore os resultados obtidos na técnica FISH. A fixação celular diretamente com micro-ondas ou 
assistida por elas tem demonstrado preservar a morfologia das células e o conteúdo celular [3]. Por isso, 
neste trabalho, foram estudados e comparados os efeitos da utilização de dez métodos de fixação 
(químicos, baseados na fixação com micro-ondas, assistidos por micro-ondas ou combinados) nos 
resultados dos ensaios FISH realizados em células de leveduras. Os métodos utilizados foram comparados 
considerando o tempo de fixação requerido e os resultados obtidos após a aplicação da técnica FISH, 
através de microscopia e citometria de fluxo.  
 Os resultados revelaram que a fixação diretamente com micro-ondas é a alternativa mais eficaz para 
analisar células de leveduras através de RNA-FISH em suspensão, obtendo células com elevada intensidade 
de fluorescência sem necessidade de utilizar fixantes químicos e reduzindo o tempo de fixação a 30s. No 
entanto, para amostras contendo um reduzido número de células, foi concluído que o método de fixação 
combinada (fixação química com etanol seguida de fixação assistida por micro-ondas) é a melhor 
alternativa, apesar de ser mais demorado (71 min). Estes resultados poderão vir a contribuir para a 
otimização dos protocolos RNA-FISH aplicados na análise e monitorização de células de leveduras em 
diferentes áreas. 
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